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Identification par électrophorése d’hybrides de Salmonidés
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Résumé

Sept systémes protéiques ont été étudiés chez cinq espéces de Salmonidés : 1'Omble de fontaine
(Salvelinus fontinalis Mitchell), 1a Truite arc-en-ciel (Salmo gairdneri R.), la Truite fario (Salmo
trutta 1.), le Saumon coho (Onchorynchus kisutch Walbaum.) et le Saumon atlantique (Salmo
salar 1..)

La phosphoglucose isomerase (PGI) nous a permis de vérifier le caractére hybride des
individus issus des croisements mile Omble de fontaine X femelle Truite arc-en-ciel, mile Truite
fario x femelle Saumon atlantique, mile Truite fario X femelle Truite arc-en-ciel, mile Omble
de fontaine X femelle Truite fario; les alevins issus de croisements méle Saumon coho x femelle
Truite arc-en-ciel sont également des hybrides, identifiables par les protéines anodiques du
muscle.

Introduction

Chez les Salmonidés, le probléme de l'identification des hybridesinterspécifiques
naturels ou issus d’'insémination artificielle a été abordé par plusieurs auteurs
(cf. revues bibliographiques de SCHWARTZ, 197z et DANGEL, 1973). Cependant,
l'utilisation de caractéres systématiques classiques comme le nombre de rayons
osseux ou de branchiospines s’avére souvent inopérante, les distributions des
caractéres, chez I'hybride, chevauchant partiellement, dans la plupart des cas,
les distributions parentales (Suzuki, 1973). Les fonctions discriminantes n’appor-
tent que peu d’améliorations et le recours & des marqueurs mendeliens visibles,
comme 'albinisme chez la Truite arc-en-ciel (Salmo gairdneri R.) est pratiquemient
limité a cette espéce.

L’analyse du polymorphisme protéique par électrophorése s’est, par contre,
révélée un outil puissant puisqu’il est souvent possible de trouver un systéme de
protéines fonctionnelles ou structurales qui permette de différencier deux espéces

A

et conduise chez I'hybride & un électrophorégramme représentant la sommation
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plus ou moins compléte des différents composants protéiques parentaux (NYMAN,
1G70).

Nous avons appliqué cette technique a 'étude de cing croisements interspé-
cifiques pour vérifier si les alevins produits étaient effectivement des hybrides
ou s’ils pouvaient résulter d'un développement gynogénétique.

Matériel et méthodes

Les parents 4gés de 2 a 4 ans proviennent de différentes piscicultures frangaises.
Les ovules de chaque femelle ont été fécondés par un mélange de volumies égaux
de sperme de plusieurs mdles, en utilisant un dilueur d’insémination (solution
minérale tamponnée; BILLARD ef al., 1973). Le nombre de géniteurs utilisés pour

TABLEAU I

Nombre d'individus examinés pav espéce paventale et pouv chaque croisement étudié

Number of individus examined for evevy pavental species and cross

0 Truite arc-en-ciel Saumon Atlantique Truite fario
. Autres
L§10_><2Arc croisements N, =2 N, = 13
. N‘:Ig’ N; = 23 N, = 18 N, = 12
° r N, = 10
Saumon coho :
N, — 12 . {499 X 1039
! 1392 x 3 3¢
Ny=11. ... .. n = 29
Truite fario :
— 533 X 1299
N, =14 . 533 % 4 99 3%¢ X148
Ny, =12 . n = 15 n =13
Omble de fontaine :
Ny=21. ... .. 422 X 7 &8 28?2 X 7338
N,=1 Co . n =11 n = 19

— Pour chaque espéce parentale (méle ou femelle) :
N, = nombre d’adultes examinés
N, = nombre d’alevins examinés
— Pour chaque croisement est indiqué :

— le nombre d’hybrides étudiés (),
— le nombre de maéles et femelles utilisés pour produire les hybrides (1 ou 2 séries ont
été réalisées selon les cas). -
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chaque croisement est indiqué dans le tableau 1. Chaque systéme a été étudié
sur des alevins en cours de résorption de la vésicule vitelline et des adultes imma-
tures de chaque espéce.

Les alevins hybrides sont issus des croisements suivants :

— Maéle Omble de fontaine (Salvelinus fontinalis Mitchell) X femelle Truite
arc-en-ciel (Salmo gairdneri R.);

— Male Truite fario (Salmo trutta 1,.) X femelle Truite arc-en-ciel;

— Male Saumon Coho (Oncorhynchus kisutch Walbaum) X femelle Truite arc-
en-ciel;

— MaAle Omble de fontaine x femelle Truite fario;

— Male Truite fario x femelle Saumon atlantique (Salmo salar 1,.).

Ils ont été respectivement examinés 87, 87, 127, 136 et 135 jours aprés la
fécondation pour une température d’'incubation de 10 + 2 °C.

Les extraits tissulaires ont été préparés par broyage d’alevins entiers ou de
tissus dans un tampon 0,05 M Tris-phosphate — 0,005 M MgSO, pH 7,4 et
centrifugation 4 3 000 g pendant 15 minutes.

Les gels 4 12 p. 100 d’amidon (Connaught) ont été coulés dans des moules
de 6 X 170 X 225 mm.

Les tampons, conditions d’électrophorése et révélateurs particuliers 4 chaque
systéme, sont indiqués dans le tableau z.

Résultats et discussion
1. — Etude des espéces parentales

I.I. — Systémes ne présentant aucune variation intraspécifique.

— Protéines anodiques du muscle; la figure 1 reproduit les électrophoré-
grammes obtenus.

— PGI : Chez les Truites fario et arc-en-ciel, I’'Omble de fontaine et le
Saumon coho, les électrophorégrammies & 6 bandes (fig. 2) peuvent étre interprétés
4 partir des hypothéses d’Avise et Kr1ro (1973) selon lesquelles trois locus fixés
synthétisent trois monomeéres différents, se combinant deux a deux pour former
la molécule dimére de PGI.

Les Saumons atlantiques constituent une exception puisque trois bandes
seulement apparaissent. Un modéle génétique basé sur deux locus fixés et codant
deux sous-unités différentes qui s’associent deux a deux, permet d’expliquer les
phénotypes observés.

Les résultats différents des ndtres ont parfois été rapportés. Les travaux de
KHANNA ¢f al. (1975) sur le Saumon atlantique suggérent U'existence de trois locus;
ENGEL et al. (1977) ont obtenu chez la Truite fario des électrophorégrammies & trois
bandes semblables & ceux des Saumons atlantiques que nous avons examinés.

Ces différences sont imputables aux techniques d’électrophorése utilisées
ou & d’éventuelles différences génétiques entre populations.

— Estérases : seules les estérases plasmatiques du Saumon atlantique et de
la Truite fario ont été étudiées. Une seule bande d’activité estérasique apparait
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F16. 1. — Protéines anodiques du muscle : interprétation des électrophovégrammes

: Saumon coho; 2 : Mile Saumon Coho X femelle Truite arc-en-ciel;
3 : Truite arc-en-ciel; Truite fario; Omble de fontaine.

-

Anodal muscle proteins : electrophoregram intevpretation

1 : Coho Salmon; 2 : Maile coho Salmon X female rainbow Trout;
3 : rainbow Trout; brown Trout; brook Trout.

(fig. 3a). PAYNE ef al. (1972) ont utilisé I'estérase plasmatique pour identifier les
hybrides naturels de ces deux espéces.

— ADH : I’ADH s’exprime dans le foie et migre vers la cathode. Elle est
monomorphe chez les cinq espéces de salmonidés qui peuvent étre réparties en
deux groupes d’aprés la mobilité électrophorétique de cette enzyme (fig. 35).

— Protéines cathodiques du muscle : la figure 3¢ reproduit les électrophoré-
grammes obtenus, la truite fario différant des trois salmonidés d’origine américaine.

1.2. — Systémes présentant des variations alléliques.

— MDH : Chez les Truites fario et arc-en-ciel, I’0Omble de fontaine et le
Saumon coho, nous avons constaté des variations intraspécifiques se traduisant
pour chaque espéce, par trois types d’électrophorégrammes (cf. fig. 4a). BAILEY ef
al. (1970) ont démontré que deux locus mdh-Br et mdh-B2 codent la MDH du
muscle de Truite arc-en-ciel et que des variations faisant intervenir deux alléles
a et b se produisent & I'un des locus, mdh-B2. La forme fixée en mdh-B1 et l'un des
alléles de mdh-Bz synthétisant des sous-unités de méme vitesse électrophorétique,
sont considérés comme identiques. Les trois génotypes rencontrés peuvent donc

éerire | 94 4a a4
s'écrire 1 —, o et o
trois images électrophorétiques décrites, 'une 4 bande unique, les deux autres
constituées de trois bandes dont les intensités relatives sont dans le rapport 9-6-1
aa
ab
chez le Saumon rose, Oncorhynchus gorbuscha (ASPINWALL, 1974; MAY ¢t al., 1975),

; puisque MDH est une enzyme dimeére, il en résulte les

s g . aa | (s ‘
chez les individus et 1-2-1 chez les homozygotes 25 Ce modeéle a été retrouvé
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Fi16. 2. — Phosphoglucose isomérase du muscle : electrophovégrammes et leurs interprétations,

a) Photographies des électrophorégrammes.

b) Interprétations.

1 et 4 : Truite arc-en-ciel; 2 et 7 : Omble de fontaine; 3 : méle Omble de fontaine x femelle
Truite arc-en-ciel; 5, 8 et 11 : Truite fario; 6 : méale Truite fario x femelle Truite arc-en-ciel;
9 : méile Omble de fontaine x femelle Truite fario; 10 : saumon Atlantique; 12: méle Truite

fario x femelle Saumon atlantique; 13 : Saumon Coho.
(suite au bas de la p. 23.)
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le Saumon keta, Oncorhynchus keta (NUMACHI ef al., 1972; MAY et al., 1975), le
Saumon coho, Oncorhynchus kisutch (UTTER et al., 1973).

Les analogies que les électrophorégrammes de la Truite arc-en-ciel et du
Saumon coho présentent respectivement avec ceux de la Truite fario et de 'Omble
de fontaine nous ont conduit & supposer que les conclusions de BAILEY et al. sont
également applicables 4 ces deux espéces. Les différences portent essentiellement
sur I'allele fixé en mdh-BI qui montre une mobilité égale 4 celle de l'alléle rapide
de mdh-Bz chez les Truites fario et arc-en-ciel, et a celle de I’alléle lent chez le
Saumon coho et I'Onible de fontaine.

— PGM : Des variations alléliques affectent le locus PGM de la Truite arc-en-

+ o 1 2
— 1 2
0 — —_
o]
1 2 - y
a b c
Fi16. 3. — Interprétations des électrophovégrammes des estévases du sévum, de I'alcool déhydrogénase

du foie et des protéines cathodiques du muscle.

a : Estérases du sérum.

I : Saumon Atlantique; 2 : Truite fario.

b : Alcooldehydrogenase du foie.

1 : Truite arc-en-ciel, Saumon coho, Omble de fontaine; 2 : Truite fario, Saumon atlantique.

¢ @ Protéines cathodiques du muscle.

1 : Truite arc-en-ciel; Omble de fontaine; Saumon coho; 2 : Truite fario.
Electrophoregrams intevpretations of sevum estevases, liver alcohol dehydrvogemase

and cathodal muscle proteins.

a . Serum Esterases.

1 : atlantic Salmon; 2 : brown Trout.

b : Liver alcohol dehydrogenase.

1 : Rainbow Trout, coho Salmon, brook Trout; 2 : brown Trout, atlantic Salmon.

¢ : Cathodal muscle proteins.

1 : Rainbow Trout, brook Trout, coho Salmon; 2z : brown Trout.

Suite de la page 22.

Muscle phosphoglucose isomevase : electrophovegvams and theiv intevpyetations.

a) Electrophoregrams pictures.

b) Interpretations.

1 and 4 : rainbow Trout; 2 and 7 : brook Trout; 3 : méle brook Trout X female rainbow Trout;
5, 8 and 11 : brown Trout; 6 : méile brown Trout X female rainbow Trout ;9 : male brook
x female brown Trout; 1o : atlantic Salmon; 12 : male brown Trout X female Atlantic
Salmon; 13 : coho Salmon.
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F1G. 4. — Intevpretations des electrophové grammes de deux enzymes du muscle : la malate dehydvogénase
et la phosphoglucomutase.
a) Malate dehydrogénase.
aa  aa
* b 3 bb
bb bb bb
ST ab aa

I

. . . . aa
2 et 3, Truite arc-en-ciel et Truite fario : 1, —; 2
aa

4, 5 et 6, Omble de fontaine et Saumon coho :

>

) Phosphoglucomutase.
: Truite fario, Saumon coho et Truite arc-en-ciel (génotype bbd); 2 : Truite arc-en-ciel (genotype
ab); 3 : Truite arc-en-ciel (génotype aa), Omble de fontaine.

El

Electvophoregrams Intevpretations of two muscle enzyms: Malate dehydrogenase
and phosphoglucomutase.

a) Malate dehydrogenase.

1, 2 and 3, rainbow Trout and brown Trout : 1, T}; 2, ﬂ; 3, a
aa ab bb
bb bb bb
4, 5 and 6, brook Trout and coho Salmon : 4, —; 5, —; 6, —.
bb ab aa

b) Phosphoglucomutase.
1 : Brown Trout, coho Salmon and rainbow Trout (genotype bb); 2 :rainbow Trout (genotype ab);
3 : rainbow Trout (genotype aa), brook Trout.

ciel; I'un des phénotypes homozygotes est identique a celui de I'Omble de fontaine,
I'autre &4 ceux de la Truite fario et du Saumon coho (fig. 4b). Les bandes C et D
correspondraient a des formes déphosphorylées des bandes A et B (WILKINSON,

1970).
2. — Etude des hybrides.

Compte tenu de la taille des alevins hybrides, seuls les systémes s’exprimant
dans le muscle ont été retenus. Pour chaque croisement, nous avons choisi un
systéme différant d’une espéce & I'autre par la mobilité des bandes, mais ne pré-
sentant pas de variabilité intraspécifique, dans les populations dont nous disposions.

De ce fait, MDH et PGM ont di étre écartés puisque les variations intraspéci-
fiques se traduisaient parfois chez deux espéces par des électrophorégrammes
qualitativement semblables. Dans le cas de MDH, les différences entre la Truite
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arc-en-ciel et le Saumon coho en mdh-BI sont masquées par les variations du locus
mdh-Bz.

La Truite arc-en-ciel et le Saumon coho ont été différenciés par les protéines
anodiques du muscle, les Truites arc-en-ciel et fario, ’'Omble de fontaine et le
Saumon atlantique par la PGI. Ces deux systémes sont présents et identiques chez
I'adulte et l'alevin, en fin de résorption, d'une méme espéce.

Nous avons trois types de résultats :

— L’image électrophorétique de ’hybride représente la somme des électro-
phorégranimes parentaux; les électrophorégrammes des protéines anodiques des
hybrides miles Saumon coho X femelle Truite arc-en-ciel entrent dans cette
catégorie.

— Sur les électrophorégrammes des quatre autres croisements, entre les
bandes parentales apparaissent des bandes supplémentaires dues 4 la combinaison
de sous-unités produites par I'un et I'autre des parents.

— Trois individus, deux d’entre eux issus du croisement méle Omble de
fontaine x femelle Truite arc-en-ciel et le troisiéme d’un croisement méile Saumon
coho X femelle Truite arc-en-ciel, présentent des électrophorégrammes du type
maternel. I ’absence de 'une des bandes parentales a déja été observée chez certains
hybrides interspécifiques (OHNO ef al. 1968; PAYNE ef al., 1972).

Les deux premiéres catégories correspondent & un mode d’expression codo-
minant des génes. Si 'on exclut des erreurs de manipulation peu vraisemblables,
deux interprétations peuvent étre envisagées pour le troisiéme cas :

1. Les trois individus sont effectivement des hybrides, mais il n’est pas
possible de les reconnaitre pour l'une des raisons suivantes :

— TLes locus permettant l'identification des hybrides sont polymorphes chez
T'espéce paternelle. Bien que nous n’ayons décélé aucun allélisme aux locus PGI
et protéines anodiques du muscle, cette hypothése ne peut étre rejetée puisque
les parents n’ont pas été examinés.

— Les génes paternels sont reprimés.

— D’autres phénomeénes tels que des méioses défectueuses ou des mutations
lors de la gamétogenése peuvent étre invoqués.

2. Les trois individus sont issus d'un développement gynogénétique. Ce mode
de reproduction existe & I'état naturel chez les Poécilidés (UzELL, 1970) et a été
suggéré par UYENO (1972) pour certains croisements interspécifiques de Salmonidés.
I/’examen de plusieurs locus permettrait de choisir entre ces deux interprétations.

Conclusion

Nous avons donc pu vérifier le caractére hybride des individus issus des cing
croisements étudiés et nos résultats confirment l'intérét des systémes enzymatiques
et protéiques pour caractériser les hybrides interspécifiques de premiére génération.
1’identification des croisements F, ou des backcross semble plus délicate (NYMAN,
1970), mais peut étre réalisée en ayant recours a un plus grand nombre de génes.

Une telle technique peut également étre appliquée aux populations naturelles.

Les mécanismes d’isolement qui préservent dans certaines conditions de
milieu, I'intégrité génétique des espéces, peuvent s’avérer inefficaces si 'environ-
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nement se dégrade ou lorsque sont introduites de nouvelles espéces (BEHNKE, I1970).
Il est donc important de disposer d’'un outil qui permette de mettre en évidence
les phénoménes d’introgression parfois bien avant l'apparition d’autres signes
d’hybridation.

Regu pour publication en avril 1978.
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Summary

Electrophoretic identification of Salmonids hybrids.

Five species of Salmonids, Brook Trout (Salvelinus fontinalis Mitchell), Rainbow Trout (Salmo
gairdneri R.), Brown Trout (Salmo trutta L.}, Coho Salmon (Oncorhynchus kisutch Walbaum) and
Atlantic Salmon (Salmo salav 1.) were electrophoretically studied for seven protein systems.

Fry from crosses Brook Trout male X Rainbow Trout female, Brown Trout male X Atlantic
Salmon female, Brown Trout male x Rainbow Trout female, Brook Trout male X Brown Trout
female were identified as hybrids by phosphoglucose isomerase (PGI); Anodal muscle proteins
show that individuals from crosses coho Salmon male X Rainbow Trout female are hybrids.
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